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HE: [HH ] EER Plutella xylostella (L. ) 小 分 子 非 编码 RNA U6 的 cDNA 序列 ,并 评价 其 是 否 适 合作 为 定 上 
检测 小 菜 蛾 microRNA (miRNA) 表达 量 的 内 参 基 因 。[ 方 法 ] 本 研究 采用 RT-PCR 克隆 获得 了 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 核 4 
RNA (small nuclear RNA, snRNA) U6 的 cDNA 序列 ， PCR 法 检测 了 U6 及 8 种 miRNAs 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 
阶段 及 不 同 杀 虫 药剂 处 理 后 的 表达 稳定 性 。【 结 果 】 小 菜 蛾 U6 的 cDNA 序列 全 长 94 bp ,与 其 他 昆虫 6 B gott pe 
序列 一 致 性 达 98. 9% 。 用 geNorm 和 RefFinder HER PCR 结果 表明 , U6 dE] vSEMEBR 1 -4 18227] rh. f 
和 成 虫 7 个 不 同 发 育 阶段 表达 稳定 ;用 马 拉 硫 磷 、 毒 死 昕 DERE, KE al, , TU Ui R D JUE V E ARCÓRU SUA PB V AR AS TT E 
Jic REISA Bt 9 种 不 同 作用 机 理 的 杀 虫 药剂 处 理 3 龄 末 幼 虫 48 h, 对 U6 的 表达 水 平 无 显著 影响 。【 结 论 】 小 沫 蛾 
U6 表达 水 平 不 受 不 同 发 育 阶段 和 不 同 杀 虫 药剂 处 理 的 影响 ,符合 作为 内 参 基 因 的 者 本 特点 ,可 作为 定量 PCR iX | 
价 小 菜 蛾 miRNA 或 其 他 非 编码 小 分 子 RNA 表达 水 平 的 内 参 基 因 。 研 究 结果 为 小 菜 蛾 miRNA 表达 水 平 的 准确 定 
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Cloning and evaluation of U6 snRNA gene as a reference gene for miRNA 


quantification in Plutella xylostella ( Lepidoptera: Plutellidae) 

FENG Bing, LIANG Pei”, GAO Xi-Wu (Department of Entomology, China Agricultural University , 
Beijing 100193, China) 

Abstract: [ Aim] To clone the cDNA sequence of small nuclear RNA (snRNA) U6 from Plutella 
xylostella (L. ) and evaluate the possibility of using the U6 as a reference gene in quantification. of 
microRNAs (miRNAs). [Methods] In this study, the full-length cDNA of U6 was cloned from the 4th 
instar larvae of P. xylostella by using the reverse-transcription PCR ( RT-PCR) method. The expression 
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stability of U6 and other eight miRNAs of P. xylostella was evaluated in different developmental stages 
and after different pesticide treatments with qRT-PCR. [ Results] The full-length cDNA of U6 is 94 bp and 
shares 98. 9% nucleotide sequence identity with U6 from other known insects. The qRT-PCR results 
analyzed by geNorm and RefFinder softwares showed that the expression of U6 was quite stable among 
eggs, the 1st — 4th instar larvae, pupae and adults of P. xylostella, as well as in the 3rd instar larvae of 
P. xylostella at 48 h after treatment with nine insecticides ( malathion , chlorpyrifos, phoxim, methomyl, 
fufenozide, beta-cypermethrin, chlorantraniliprole, chlorfenapyr and Bt CrylAc) that possess different 
mode of actions. [Conclusion] U6 of P. xylostella is highly conserved among species, and its expression 
level is not affected by developmental stages or insecticides treated. Therefore, U6 can be taken as a 
qualified reference gene to evaluate the expression level of miRNA or non-coding snRNA by quantitative 
RT-PCR. The results pave the way for the accurate determination of snRNA expression in P. xylostella. 
Key words: Plutella xylostella; U6 snRNA; quantitative RT-PCR ; reference gene; insecticide; miRNA 





核 小 RNA ( small nuclear RNA, snRNA ) 是 真 核 的 主要 成 分 ,参与 mRNA 前 体 的 加 工 过 程 (Bessonov 
生物 转录 后 加 工 过 程 中 RNA 剪接 体 (spliceosome) et al., 2008) 。 剪 接 体 又 分 为 主要 剪接 体 和 次 要 剪 
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接 体 两 种 ,前 者 包含 UL, U2, U4, US 和 U6 5 种 
snRNA , 剪 切 GT-AG 内 含 子 ; 后 者 主要 包含 U1, 
U12 , U4atac , U5 和 U6atac 等 ,前 切 不 常见 的 AT-AC 
内 含 子 (Tarn and Steitz, 1996; Dietrich et al., 
2009), 

U6 snRNA 在 很 多 方面 与 其 他 snRNA 不 同 。 首 
先 ,U6 snRNA 在 不 同 物种 间 的 保守 性 显著 高 于 其 
他 snRNA ( Brow and Guthrie, 1988) ; 其 次 , 其 他 
snRNA 都 是 RNA 聚合 酶 下 的 转录 产物 ,而 U6 
snRNA 是 RNA 聚合 酶 亚 的 转录 产物 ,其 3" 末端 通 
常 以 4 ~5 个 了 T 作 为 转录 终止 信号 (Martin et al., 
2001) ;第 三 ,U6 snRNA 不 含 其 他 snRNA 都 含有 的 
三 羟 甲 基 帽 子 以 及 sm 抗原 结合 位 点 (Singh et al., 
1990) 。 

实时 荧光 定量 PCR (qRT-PCR) 被 广泛 地 用 于 
检测 特定 基因 的 表达 水 平 , 具 有 快速 高 效 的 特点 ,对 
于 样本 量 较 小 、 无 法 用 Northern-blot 等 检测 的 珍贵 
样本 也 可 准确 检测 ( Bustin, 2002; Huggett et al., 
2005; Nolan et al., 2006) , [HJ FF qRT-PCR 检测 基 
因 表达 量 的 一 个 重要 前 提 是 必须 以 稳定 表达 的 基因 
作为 内 参 基因 (Tichopad et al., 2003, 2004; Peters 
et al., 2004)。MicroRNA ( miRNA) 作为 一 类 内 源 性 
的 非 编 码 RNA ,在 动物 体内 通过 与 台 基 因 mRNA 3 
非 翻 译 区 的 不 完全 互补 配对 结合 ,抑制 其 表达 ,是 
因 转 录 后 调控 的 重要 因子 ( He and Hannon, 2004)。 
目前 ,对 昆虫 miRNA 的 研究 已 经 成 为 新 的 热点 ( 梁 
沛 和 高 希 武 , 2012)。 而 qRT-PCR 同样 是 研究 
miRNA 功能 的 一 个 重要 手段 ,但 由 于 miRNA 的 特 
殊 性 ,需要 与 检测 mRNA 表达 水 平 完 全 不 同 的 一 
内 参 基因 。U6 snRNA 在 真 核 生物 各 种 组 织 和 细 朋 
中 广泛 表达 ,而 且 表 达 水 平 相 对 稳定 ,因此 , 常 被 选 
作 内 参 基因 用 于 mRNA 的 定量 表达 分 析 ( Yu et al., 
2008; Wu et al., 2013) 。 

ANE Plutella xylostella (L. ) 是 世界 范围 内 十 
字 花 科 蔬 菜 的 重要 害虫 ,已 经 对 80 多 种 不 同 有 效 成 
分 的 杀 虫 药剂 产生 了 抗 性 (Talekar and Shelton, 
1993; Sun et al., 2012) ,而 miRNA 已 被 证 明 在 调控 
生物 对 外 界 不 良 环 境 条 件 的 响应 中 起 着 重要 的 作 
用 ,有 利于 生物 更 好 地 适应 环境 压力 (He and 
Hannon , 2004; Lema and Cunningham, 2010) 。 杀 虫 
药剂 的 使 用 对 昆虫 来 说 是 一 种 典型 的 环境 胁迫 , 而 
害虫 对 药剂 产生 抗 性 则 是 对 这 种 不 利 环境 条 件 的 适 
应 ,因此 有 理由 相信 miRNA 同样 也 调控 了 昆虫 对 杀 
虫 药剂 的 抗 性 。 目 前 miRNA 在 害虫 抗 药性 中 的 功 
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能 研究 已 经 成 为 昆虫 毒 理 学 的 一 个 新 方向 , 而 
miRNA 表达 水 平 的 定量 研究 是 明确 其 功能 的 一 个 
重要 手段 ( 梁 沛 和 高 希 武 ,2012 ) 。 小 菜 蛾 的 部 分 
miRNA 也 已 经 被 鉴定 (Etebari et al., 2013; Liang et 
al., 2013) 。 但 目前 对 小 菜 娥 的 U6 snRNA 尚 无 文 
献 报道 。 本 研究 克隆 获得 了 小 菜 蛾 U6 snRNA 的 
cDNA 序列 ,并 对 其 表达 稳定 性 进行 了 评价 ,以 期 为 
以 U6 作为 内 参 基因 ,通过 研究 小 菜 蛾 miRNA 的 表 
达 水 平 进 而 研究 其 功能 提供 基础 。 





























1 材料 与 方法 


1.1 ÑH 

小 羔 蛾 为 本 实验 室 长 期 饲养 的 敏感 品系 ,采用 
是 石 萝卜 苗 法 ( 陈 之 浩 等 ,1990 ) ,温度 为 26 + 1C, 
相对 湿度 60% ~70% , 光 周 期 为 16L: 8D。 
1.2 供 试 药剂 及 试剂 
1.2.1 药剂 :94.3% 马 拉 硫 磷 原 药 .95.3% SE PUR 
原 药 ,由 山东 省 德州 恒 东 农药 化 工 有 限 公 司 生 产 ; 
9096 灭 多 威 原 药 ,由 江苏 常 隆 化 工 有 限 公司 生产 ; 
95% 辛 硫 磷 原 药 ,由 山东 和 鲁 南 农药 有 限 公 司 生产 ; 
96. 5% Wk ltr rb PEE 93 96 高 效 氯氰菊酯 原 药 ,由 江苏 
农药 研究 所 生产 ;99% 的 溴 虫 有 捕 ,由 陕西 惠 城 生物 科 
技 有 限 公司 生产 ;毛虫 葵 甲 酰胺 95% 原 药 ,由 杜邦 
公司 生产 ;北京 绽 诺 斯 特 生 物 科 技 有 限 公 司 的 Bt 
CrylAc EA, 为 纯化 后 的 毒 蛋白 ,将 5 mg SER EIER 
于 1 mL 蒜 饮 水 中 配 成 Smg/mlL 的 毒 重 白 溶液 , 现 配 
现 用 。 
1.2.2 试剂 :RNA 提取 试剂 TRIzol Reagent 购 自 
Invitrogen 公司 ;小 RNA 加 尾 法 反 转 录 试 剂 盒 
miScript I RT Kit 反 转 录 试 剂 盒 和 荧光 定量 检测 试 
剂 盒 miScript SYBR Green PCR Kit 均 购 自 Qiagen 公 
司 。 
1.3 生物 测定 

参照 郭 舌 等 (2013 ) 的 叶片 残留 药 膜 法 。 取 新 
鲜 无 农药 污染 的 甘蓝 叶片 浸 在 系列 浓度 的 药 液 中 
10 s, 以 蒸馏水 ( 含 0.01% Triton X-100) 作 对 照 。 室 
Vj EE ICA 9 cm 塑料 培养 下 ,并 接 和 人 大 小 一 致 的 
3 龄 幼虫 。 每 个 浓度 设 3 次 重复 ,每 个 重复 接 15 ~ 
20 头 幼 虫 ,48 h 后 统计 结果 。 数 据 用 Poloplus 软件 
处 理 ,计算 LC; fH 9596 置信 限 、 毒 力 回归 方程 的 
斜率 Slope 及 卡 方 值 等 参数 。 
1.4 总 RNA 提取 及 cDNA 合成 

取 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 30 mg ,用 Invitrogen 的 Trizol 
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Regent 试剂 盒 按照 说 明 书 分 别提 取 总 RNA。 采 用 
Qiagen 公司 miSeript II RT Kit 反 转 录 试 剂 盒 ,按说 
明 书 步骤 进行 加 尾 法 反 转 录 , 所 得 cDNA 用 于 U6 基 
因 克 隆 。 
1.5 U6 的 PCR 克隆 

小 菜 蛾 U6 的 克隆 分 为 两 部 分 。 根 据 已 知 的 非 
IJR Xenopus silurana FPI Æ E R ta Drosophila 
melanogaster U6 cDNA 序列 ,在 保守 区 域 设 计 一 对 引 
物 扩 增 小 菜 蛾 U6 cDNA 的 片段 。 其 正 向 引物 :5 “- 
GCGTGACAGGTACATATACTAA-3 ,其 中 下 划 线 标 
TERS 10 个 碱 基 为 人 为 添加 序列 以 提高 退火 温度 ; 反 
向 引物 :5 -ACGATTTTGCGTCTCATCCT-3 '。 

其 余部 分 的 扩 增 采用 miRNA 线性 加 尾 法 进行 
RT-PCR( 用 Qiagen 公司 miScript II RT Kit) , 正 回 引 
物 是 :5'-CGCAAGGATGACACGCAA-3', 反 向 通 用 引 
物 : 5'-GAATCGAGCACCAGTTACGC-3', 引物 由 
Invitrogen 公司 合成 。 用 上 述 所 得 cDNA 为 模板 及 
引物 进行 PCR 扩 增 ,以 获得 小 菜 蛾 V6 cDNA 序列 。 
PCR 反应 体系 为 50 uL, & 10 x Buffer 5 uL, 10 
mmol/L 的 dNTPs 4 pL, 正 向 引物 2 pL, 反 向 引物 2 
uL, cDNA 模板 2 pL 无 菌 水 35 pL, PCR 反应 条 件 
为 预 变性 :94% 预 变性 3 min ,然后 94%C 变性 15 s, 
58.5% 退火 15 s,72% 延伸 30 s。 循 环 30 次 。PCR 
产物 回收 后 克隆 测序 。 
































X1 qRT-PCR 分 析 引 物 列表 


1.6 小 菜 蛾 U6 及 8 种 miRNAs 表达 稳定 性 评价 
分 别 取 卵 .1 -4 龄 幼虫 . 贤 和 成 虫 7 个 不 同 发 
育 阶段 的 小 全 蛾 样品 各 30 mg ,采用 1.4 节 所 述 的 
方法 提取 总 RNA ,各 取 1 ug 合成 cDNA ,作为 定量 
PCR 的 模板 ,用 于 评价 V6 及 基因 芯片 检测 中 表达 
相对 稳定 的 8 种 miRNAs( Liang et al., 2013)( 表 1) 
在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶段 表达 水 平 的 稳定 性 。 

根据 生物 测定 结果 ,用 LC;s 浓 度 的 不 同 杀 虫 剂 分 
别处 理 小 菜 蛾 3 龄 未 幼虫 ,48 h 后 收集 存活 的 幼虫 ， 
按 1.4 节 方法 提取 总 RNA 并 合成 cDNA ,用 于 评价 不 
同 杀 虫 药剂 胁迫 下 小 菜 蛾 [6 及 8 种 miRNAs 表达 水 
平 的 稳定 性 。 每 种 药剂 处 理 设 3 次 生物 学 重复 。 
1.7 RÉE PCR 

KJEE tg PCR Æ ABI 7500 荧光 定量 PCR fX 
( Applied Biosystems) 上 进行 。 采 用 Qiagen miScript 
SYBR Green PCR Kit 效 光 定量 试剂 盒 ,按说 明 书 操 
作 , 反应 体系 为 20 nkL, 其 中 含 2 x Hispec Buffer 
10 REL, 正 向 及 反 向 引物 各 2 RhL ,模板 cDNA 1 pL 及 
RNase-free water 5 uL, PCR 反应 条 件 为 :95%C 15 
min 预 变性 后 ,94% 15 s, 60% 30 s,70 30 s ,循环 
40 次 。U6 及 所 筛选 的 miRNA 的 定量 PCR 正 向 引物 
采用 Primer Premier 5. 0 设计 ,引物 见 表 2。 反 向 引物 
为 试剂 盒 提供 的 通用 引物 。 所 有 处 理 均 设 3 个 生物 
学 重复 ,每 个 生物 学 重复 设 3 个 技术 重复 。 











Table 1 Primers used for qRT-PCR analysis 








本 
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基因 名 





基因 缩写 名 








上 游 引 物 (5 -3') 





No. Gene name Gene abbreviation Forward primer sequence TEGES E R? 
1 U6 snRNA gene U6 GGCGTGACAGGTACATATACTAA 60 103 0. 996 
2 Bmo-miR-2a_L-2 bmo2a AGCGTCACAGCCAGCTTTG 60 93.6 0. 999 
3 PN-isc-miR-218 pn278 CGTCGGTGGGATTTTCGT 60 94.5 0.995 
4 PN-dme-miR-2a-3p. L-2R «1 pn2a GACAGCGTCACAGCCAGC 60 90.2 0. 996 
5 Bmo-miR-281 L-2R +24GA bmo281 GCTGTCGTTATCATGCACTTGC 60 92.6 0. 998 
6 PN-isc-miR-276 R + 1 pn216 GCTGTCCCTTAGGAACTTCATAC 60 99.2 0. 996 
7 Dme-miR-2493 -5p dme2493 TTGGCTCACACACACACACAG 60 96.5 0. 995 
8 PN-api-miR-9a_L +1 pn9a CCAGGATCTTTGCTTATCTAGC 60 91.4 0. 996 
9 PN-bmo-miR-279d. L-AY7TC pn279d GACGGGACTAGATTTTCACTCA 60 90.8 0.995 


Ta; PCR 的 退火 温度 Optimal PCR annealing temperature; E; 荧光 定量 PCR. 的 扩 增 效率 (标准 曲线 法 计算 得 到 ) Real-time PCR reaction efficiency 


(calculated by the standard curve method) ; R? . 荧光 定量 PCR 反应 的 再 


1.8 数据 分 析 

U6 cDNA 的 同 源 性 分 析 采 用 DNAMAN 5.0 
(Lynnon Corporation) ;不 同 基 因 的 表达 稳定 性 分 析 ， 
首先 用 ABI 7500 SDS 系统 软件 (2.0 版 本 ) (C Applied 
Biosystems) 对 定量 PCR 原始 数据 进行 分 析 , 计 算 各 
基因 的 平均 Ct 值 ,再 将 Ct 值 转化 为 相对 定量 数据 ， 

















现 性 Reproducibility of the real-time PCR reaction. 


采用 geNorm 软件 和 在 线 分 析 软 件 RefFinder 
( http ;//www. leonxie. com/referencegene. php ) 做 进 
一 步 分 析 , 对 候选 的 内 参 基 因 的 表达 稳定 性 进行 综 
合 评价 。 

RefFinder 整合 了 当前 用 于 内 参 基 因 稳 定性 评 
价 的 主要 软件 和 方法 ,包括 geNorm, Normfinder， 














3 其 # 
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BestKeeper 和 ACt 法 ( Vandesompele et al., 2002; 
Andersen et al., 2004; Tichopad et al., 2004; Silver 
et al., 2006) , RefFinder 分 析 时 ,首先 分 别 用 上 述 4 
种 方法 对 所 有 候选 内 参 基因 的 稳定 性 进行 评价 并 给 
出 排名 ,然后 再 计算 每 个 基因 用 不 同方 法 计算 得 到 
的 排名 的 几何 平均 值 ,作为 综合 评价 指数 。 该 指数 
数值 越 小 , 说 明 该 基因 越 稳定 (Xie et al., 2011), 
geNorm 程序 可 逐步 去 除 表达 最 不 稳定 的 内 参 基 因 ， 
并 计算 每 一 步骤 各 内 参 基 因 平 均 表 达 稳 定性 数值 














M, 只 有 M<1.5 时 该 基因 才 可 以 作为 内 参 基因 使 
用 , 且 M 值 越 小 ,基因 表达 越 稳定 。 








2 结果 与 分 析 


2.1 九 种 杀 虫 剂 对 小 菜 蛾 3 龄 幼虫 的 毒 力 

测定 了 注 硫 磷 等 9 种 杀 虫 剂 对 供 试 小 菜 蛾 品系 的 
LC; ,结果 见 表 2。 后 续 实 验 中 不 同 杀 虫 剂 对 小 菜 蛾 幼 
虫 的 胁迫 采用 表 2 所 列 各 杀 虫 剂 的 LCzx 浓 度 处 理 。 
































R2 9 种 杀 虫 剂 对 小 菜 蛾 3 龄 幼虫 的 毒 力 


Table2 Toxicity of nine insecticides to the 3rd instar larvae of Plutella xylostella 



































杀 虫 剂 95% 置信 区 间 斜率 
IKAS H 7 
LC L ? (df 
Insecticide m (mg/L) Clos x (df) Slope € SE 
有 机 磷 类 ML 51.2 24.9 -372.8 20. 17(18) 1. 76 +0. 14 
Organophosphates Phoxim 
pue 1 790.8 553.0 - 1 059.0 21. 73(18) 1. 40 +0. 12 
Malathion 
E 
SU 283.4 246. 6 - 346.2 25. 42(18) 6.42 x 1.31 
Chlorpyrifos 
n] »* id 
ILES BUS 5.65 4.85 - 7.12 22.37(15) 6.54 x 1.08 
Pyrroles Chlorfenapyr 
双 酰胺 类 SAE BBC 0. 11 0. 09 - 0. 19 24. 12(18) 3.14 x0. 11 
Diamides Chlorantraniliprole 
以 除虫菊 酯 类 EEEE 
拟 除 里 菊 酯 类 RAR NOR 2 332.9 1479.3 -5 020. 8 26.23 (16) 2.57 +0.38 
Pyrethroids Beta-cypermethrin 
A ^ boh JY 4 
RAE MUNI KER 180. 5 743.2 -1 058.5 28. 22(18) 2.70 x 0.35 
Carbamates Methomyl 
党 类 H 
RMKK BRR 203. 2 142. 7 - 332. 1 24. 72(15) 1.01 +0. 16 
Ecdysterones Fufenozide 
WEHR E ES 
微生物 杀 贝 剂 Bt CrylAc 0. 15 0. 13 -0.21 20. 56(18) 6. 63 +1.64 








Microbial pesticides 


2.2 小菜 蛾 V6 序列 分 析 

首先 通过 直接 PCR 12 yc E RI T/R V6 的 
5'3m 75 bp 的 片段 ,然后 采用 加 尾 法 反 转 录 克 隆 获 
得 了 其 3' 端 64 bp 的 片段 。 将 两 段 序列 拼接 ,获得 
了 完整 的 小 沫 蛾 U6 snRNA 序列 (GenBank 登录 号 : 
KF307745.1) , 全 长 共 94 个 碱 基 : GTACATA- 
TACTAAAATTGGAACGATACAGAGACGATTAGCAT- 
GGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCAAAATCGTGAA- 
GCGTTCCACATTTTTTT, 

将 克隆 的 小 菜 蛾 的 U6 cDNA 与 从 GenBank 中 
搜索 获得 的 人 Homo sapiens ( GenBank. 登录 号 : 
X07425) ./]v E, Mus musculus ( X06980 ) , 5B Jti R dis 
Drosophila melanogaster ( M24607. 1 ) , px Je] I$ d 
Melitaea  cinxia ( JX878560. 1 ) , 7 4 Z& E Taenia 
solium ( AFS29186.1 ) Ju Ji d 
thermophila ( X53790.1 2), 35 Wü ka fF £€ E 






































Tetrahymena 





LI 


Caenorhabditis elegans ( X07829. 1) ft 3E YI JC 96 
Xenopus silurana ( NR, 033272. 1) 的 U6 snRNA cDNA 
序列 进行 同 源 性 分 析 , 发现 该 基因 在 不 同 物种 间 高 
度 保 守 ( 核 苷 酸 序列 一 致 性 均 >80% ) 。 小 荣 蛾 的 U6 
序列 与 庆 网 峡 蝶 和 黑 腹 果 晶 同 源 序列 的 一 致 性 最 高 ， 
均 为 98. 996 ;与 四 膜 虫 的 一 致 性 最 低 ,为 85. 496 ;与 其 
他 物种 的 一 致 性 在 94.6%~97. 8% 之 间 。 
2.3 ”小菜 蛾 不 同 发 育 阶段 06 及 8 种 miRNAs 的 
表达 水 平 

分 别 测定 了 U6 及 每 种 待 测 mRNA 在 小 荣 蛾 
BB. —4 8927] H2 MARE 7 个 不 同 发 育 阶段 中 的 
ct 值 ,然后 计算 每 个 小 RNA 在 7 个 不 同 发 育 阶段 
Ct 值 的 平均 值 , 分 析 其 在 整个 生命 周期 中 表达 水 平 
的 变化 。 结 果 发 现 ,V6 和 miRNA pn9a 的 平均 表达 
水 平 最 高 ,其 Ct 值 分 别 为 17.79 +0.53 和 17. 97 + 
1.28 ,二 者 无 显著 差异 (已 >0. 05 ) ;而 bmo281 的 表 
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Plutella xylostella — 2.2.2.2... LACATA? 45 
Melitaea timia = — — — 0 1 «hh e Oe ER RO LACATA] 45 
Drosophila melanogaster Os .ACATA] 43 
Caenorhabditis elegans OO 45 
Tetrahymena thermophila — sss te 33 
Taeniasolium oe [LACATA] 45 
Mus musculus ——— 05 Non GCACATAT 45 
Xenopus tropicalis GTGCTTGCTTCGGCAGCACATAT 60 
Homo sapiens ACATAT 43 
Consensus 
Plutella xylostella 93 
Melitaea cinxia 92 
Drosophila melanogaster 91 
Caenorhabditis elegans 92 
Tetrahymena thermophila 81 
Taenia solium 91 
Mus musculus 92 
Xenopus tropicalis "TET 
Homo sapiens 90 


Consensus 

















图 1 9 种 生物 U6 cDNA 序列 比较 
Sequence alignment of U6 cDNA from 9 species 


Fig. 1 





达 水 平 最 低 (Ct 224.14 +2.28) (图 2: A)。 同 样 ， 
分 别 用 9 种 不 同类 型 的 杀 虫 剂 处 理 3 龄 末 幼 虫 后 ， 
综合 分 析 各 候选 基因 的 平均 表达 水 平 ,也 是 V6 和 
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2 U6 和 8 种 miRNA 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶段 (A) 及 9 种 杀 虫 剂 处 理 的 3 HEAR AIL H CB) 的 表达 水 平 


pn9a 的 表达 水 平 最 高 (Ct 分 别 为 18.34 € 0.43 和 
17. 75 +0.50, 二 者 无 显著 差异 ,P >0.05); 但 pn276 
的 表达 水 平 最 低 (Ct =23.57 +1.07)( 图 2: B), 
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Fig. 2 Expression levels of U6 and 8 miRNAs in different developmental stages of Plutella xylostella ( A) and 


its late 3rd instar larvae treated with 9 insecticides ( B) 

















2.4 小 菜 蛾 06 及 8 种 miRNA 作为 内 参 基因 的 稳 
定性 评价 











妈 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 。Data in figure are mean + SE. 


大 (10.0) ,说 明 其 表达 最 不 稳定 (图 3: A). 
不 同 杀 虫 剂 处 理 后 ,9 个 基因 中 表达 稳定 性 排 











根据 RefFinder 综合 分 析 的 结果 ,在 小 菜 蛾 不 同 
发 育 阶 段 中 表达 最 稳定 的 mRNA 是 pn9a, U6 和 
bmo2a ,三 者 的 稳定 性 排序 几何 平均 值 非常 接近 (分 
别 为 1.9,2.3 和 2.4), 并 显著 小 于 其 他 基因 ;由 
geNorm 计算 所 得 的 M 值 分 别 为 0.325,0.551 和 
0. 294 , 远 远 小 于 阔 值 1. 5。 因此 这 3 个 基因 均 可 作为 
内 参 基因 。 而 dme2493 的 稳定 性 排序 几何 平均 值 最 


























前 3 位 的 依次 是 pn279d, U6 和 pn278 , RefFinder 计 
算 的 3 个 基因 的 稳定 性 排序 平均 值 分 别 为 1.57, 
2.11 和 2.45;geNorm 计算 出 的 M 值 分 别 为 0.314， 
0. 386 和 0. 264 ,同样 远 远 小 于 阔 值 1.5, 因 此 均 可 
作为 内 参 基 因 。 而 dme2493 的 稳定 性 排序 几何 平均 
值 (9.8 ) 同样 最 大 ,说 明 dme2493 在 不 同 杀 虫 剂 胁 
迫 下 其 表达 也 最 不 稳定 (图 3: B). 




















3 其 H 





冰 等 ; 小 菜 蛾 U6 snRNA 基因 的 克隆 及 作为 miRNA 定量 
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稳定 性 几何 平均 值 
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图 3 内参 基因 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶段 (A) 及 9 种 杀 虫 剂 处 理 的 3 龄 末 幼 虫 中 (B) 表达 的 稳定 性 


Fig.3 Expression stability of the candidate reference genes in different developmental stages of Plutella xylostella ( A) 








and its late 3rd instar larvae treated with 9 insecticides ( B) 


























用 几何 平均 值 的 方法 计算 内 参 基 因 的 平均 表达 稳定 性 ,几何 平均 值 数值 越 低 越 稳定 。The average expression stability of the reference genes was 


measured using Geomean method. A lower Geomean of ranking value indicates more stable expression. 


3 讨论 


本 研究 克隆 获得 了 小 菜 蛾 U6 snRNA 的 cDNA 
序列 。 序 列 同 源 性 分 析 表 明 ,小 菜 蛾 U6 snRNA 与 
黑 腹 果 晶 、 庆 网 峡 蝶 等 昆虫 的 V6 cDNA 序列 一 致 性 
极 高 , 达 97. 396 VA E55 A  AEPIUTUMS D BC. 75 WE ES 
杆 线虫 V6 cDNA 序列 的 一 致 性 也 达 94. 696 以 上 , 进 
一 步 证 明了 U6 snRNA 在 不 同 物种 间 极 为 保守 
( Brow and Guthrie, 1988) 。 

miRNA 广泛 存在 于 真 核 生物 中 ,主要 通过 碱 基 
不 完全 配对 与 靶 基 因 mRNA 的 3' 非 翻译 区 
(3'UTR ) 结 合 而 抑制 其 翻译 表达 ,在 基因 的 转录 后 
调控 (post-transcriptional regulation ) 中 起 着 非常 重要 
的 作用 ( Krol et al., 2010) ,已 经 成 为 表 观 遗传 学 研 
究 的 重要 内 容 。 目 前 已 经 从 至 少 25 种 昆虫 中 鉴定 
出 了 3 500 多 个 成 熟 的 mRNA ( miRBase, http:// 
www. mirbase. org/) ,并 且 已 经 对 部 分 mRNA 的 功 
能 做 了 详细 研究 ( Easow et al., 2007; Hong et al., 
2009; Karr et al., 2009) 。 而 miRNA 表达 的 定量 研 
究 是 阐明 其 功能 的 一 个 重要 手段 。 但 目前 尚未 见 到 
用 于 昆虫 miRNA 定量 研究 的 内 参 基因 评价 的 报道 。 

本 文 利用 定量 PCR 技术 评价 了 小 菜 蛾 V6 和 其 
个 8 个 已 经 鉴定 的 miRNA 在 小 荣 蛾 不 同 发 育 阶段 
及 不 同 杀 虫 药剂 处 理 后 表达 的 稳定 性 ,发 现在 所 研 
究 的 9 个 小 RNA 中 ,miRNA pn9a, U6 和 bmo2a 在 
小 羔 蛾 从 孵 到 成 虫 的 不 同 发 育 阶段 均 可 稳定 表达 ， 














且 其 M 值 均 远 远 小 于 1.5, 因 此 均 可 作为 内 参 基因 
使 用 。 而 在 9 种 不 同类 型 的 杀 虫 剂 胁迫 下 , 则 是 
pn2779d ,U6 和 pn278 表达 最 稳定 , 即 其 表达 水 平 不 
受 杀 虫 剂 胁迫 的 影响 而 发 生变 化 ,同时 ,上 述 3 个 小 
RNA 的 M 值 也 均 远 小 于 1.5, 即 这 3 个 小 RNA 也 都 
符合 作为 内 参 基因 的 特点 。 综 合 来 看 ,06 在 小 菜 蛾 
不 同 发 育 阶 段 及 不 同 杀 虫 剂 处 理 后 均 具 有 很 高 的 表 
达 稳 定性 。 因 此 ,为 简化 miRNA 定量 研究 的 操作 ， 
同时 节省 实验 成 本 ,我 们 推荐 以 U6 作为 内 参 基 因 ， 
MTX EE PCR 人 研究 不 同 发 育 阶 段 及 不 同 杀 虫 
药剂 处 理 条 件 下 小 菜 蛾 miRNA 的 表达 水 平 。 而 在 
其 他 实验 条 件 下 ,如 小 菜 蛾 不 同 组 织 以 及 不 同 温度 、 
光照 ,病原菌 侵 染 等 条 件 下 V6 是 否 也 适合 作为 内 
参 沿 有待 进一步 研究 。 
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